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“Há quem diga que todas as noites são de sonhos. 
Mas há também quem garanta que nem todas, só as de verão. 
No fundo, isto não tem muita importância. 
O que interessa mesmo não é a noite em si, são os sonhos. 
Sonhos que o homem sonha sempre,  
em todos os lugares, 
em todas as épocas do ano, 







A exploração da relação entre microrganismos e plantas pode ser útil para culturas 
de importância econômica, como o milho (Zea mays L.), utilizado principalmente na 
alimentação humana e animal. Muitos fatores limitantes à produção da cultura 
podem ser minimizados pelo uso de inoculantes desenvolvidos à base de bactérias 
com habilidades específicas às suas necessidades. A ação desses microrganismos 
permite a redução do uso de fertilizantes. O objetivo desse trabalho foi avaliar o 
potencial biotecnológico de uma coleção de bactérias, isoladas à campo da 
comunidade endofítica radicular do milho, para seu uso como inoculantes 
formulados para a mesma cultura. Para a triagem das bactérias, os isolados foram 
agrupados utilizando a técnica de BOX-PCR. A partir, de uma coleção inicial de 413 
bactérias, 57 perfis genéticos bacterianos foram identificados. De cada grupo obtido, 
um isolado foi escolhido aleatoriamente como representante de cada perfil. Através 
de análises filogenéticas utilizando sequências do gene 16S rRNA, os isolados 
foram identificados como pertencendo aos gêneros Bacillus (60% dos isolados), 
Lysinibacillus (30,52%), Pseudomonas (3,15%), Stenotrophomonas (2,91%), 
Enterobacter (1,70%), Paenibacillus (1,22%), Rhizobium (0,25%) e Atlantibacter 
(0,25%). As bactérias representantes foram inoculadas em sementes de milho em 
ensaio em câmara de cultivo controlado, para verificar o potencial de promoção de 
crescimento. Foram identificados onze isolados com resultados superiores para 
estímulos de crescimento radicular, cinco Bacillus sp., três Lysinibacillus sp., um 
Pseudomonas sp., um Paenibacillus sp. e um Stenotrophomonas sp. Também foram 
selecionados isolados para análises moleculares e bioquímicas relacionadas ao 
possível mecanismo de ação pelo qual atuou na promoção de crescimento. A 
análise bioquímica dos isolados, foi realizada pela avaliação quando à fixação 
biológica de nitrogênio (9,1%), solubilização de fosfato (36,3%), produção de 
sideróforos (54,5%), amilase (90,1%), celulase (72,7%), pectinase (81,8%), protease 
(90,9%), quitinase (18,2%), urease (54,5%), esterase (45,4%) e a quantificação da 
produção de AIA. Através de PCR foi avaliada a presença de genes nifH, phlD, 
pqqC, ipdC, nirK e acdS, encontrando somente os genes ipdC (90,9% dos isolados), 
pqqC (54,5%), nifH (36,4%) e nirK (27,3%). Dentre os isolados que obtiveram 
destaque em experimento in vivo, os isolados que apresentaram maior potencial 
bioquímico para promover crescimento vegetal em plantas de milho foram: LGMB12, 
LGMB273, LGMB319, LGMB426, LGMB444 (Bacillus sp.) e LGMB429 
(Paenibacillus sp.). 
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The exploration of the relationship between microorganisms and plants can be useful 
for crops of economic importance, such as maize (Zea mays L.), used mainly in 
human and animal nutrition. Many limiting factors the production of the culture can be 
minimized using inoculants made from bacteria with specific abilities to their needs. 
The action of these microorganisms allows to reduce the use of fertilizers. This study 
aimed to evaluate the biotechnological potential of bacterial, isolated in the field of 
the root endophytic community of maize, for use as formulated inoculants for the 
same culture. For the screening of bacteria, the isolates are grouped using the BOX-
PCR technique. From an initial collection of 413 bacteria, 57 bacterial genetic profiles 
were identified. From each group obtained, one isolate was randomly chosen as the 
representative of each profile. Through phylogenetic analyzes using 16S rRNA gene 
sequence, the isolated were identified as belonging to the genera Bacillus (60% of 
the isolates), Lysinibacillus (30,52%), Pseudomonas (3,15%), Stenotrophomonas 
(2,91%), Enterobacter (1,70%), Paenibacillus (1,22%), Rhizobium (0,25%) and 
Atlantibacter (0,25%). The representative bacteria were inoculated in maize seeds in 
a controlled culture chamber test, to verify the growth-promotion potential. Eleven 
isolates with superior results for root growth stimuli were identified, five Bacillus sp., 
three Lysinibacillus sp., one Pseudomonas sp., one Paenibacillus sp. and one 
Stenotrophomonas sp.  Isolates were also selected for molecular and biochemical 
analyzes related to the possible mechanism of action by which it acted growth-
promoting. The biochemical analyzes of the isolates was carried out by the 
evaluation when biological fixation of nitrogen (9,1%), phosphate solubilization 
(36,6%), production of siderophores (54,5%), amylase (90,1%), cellulase (72,7%), 
pectinase (81,8%), protease (90,9%), chitinase (18,2%), urease (54,5%), esterase 
(45,4%) and the quantification of IAA production. The presence of nifH, phlD, pqqC, 
ipdC, nirK and acdS genes was evaluated through PCR, finding only ipdC (90,9% of 
the isolates), pqqC (54,5%), nifH (36,4%) and nirK (27,3%) genes. Among the 
isolates that achieved prominence in an in vivo experiment, the isolates that showed 
biochemical potential to promote plant growth in maize plants were LGMB12, 
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Bactérias endofíticas colonizam o interior das plantas sem causar prejuízo ao 
hospedeiro (MARIANO et al., 2013). Diferente de bactérias rizotróficas, as 
endofíticas não estão sujeitas à competição por nutrientes que normalmente ocorre 
no solo da rizosfera e possuem maior eficiência na promoção de crescimento 
(HASSANI; DURÁN; HACQUERD, 2018). Isto acontece porque elas já estão 
presentes no interior do sistema radicular, onde os compostos bioativos sintetizados 
por elas encontram-se prontamente disponíveis às plantas (SANTOS et al., 2005). 
Algumas endofíticas tem capacidade para a promoção de crescimento e são 
denominadas bactérias promotoras de crescimento de plantas, com a sigla: PGPB 
(Plant Growth Promoting Bacteria) (MARIANO et al., 2013). 
Um exemplo de promotores de crescimento mais bem estudado é o gênero 
Azospirillum, relacionado com a produção de fitormônios que induzem o crescimento 
radicular e melhoram a absorção de água e nutrientes pelas plantas (DOORNBOS; 
VAN LOON; BAKKER, 2012). A produção de substâncias reguladoras de 
crescimento de plantas tem sido observada também em bactérias dos gêneros 
Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Bradyrhizobium, Rhizobium, 
Gluconacetobacter e Herbaspirillum (HUNGRIA et al., 2010; VIDEIRA et al., 2012). 
Algumas podem ser utilizadas para tratamento de sementes, transplantes e mudas 
micropropagadas, incorporadas ao substrato de plantio, tratamento de estacas, 
tubérculos e raízes, pulverizações na parte aérea incluindo folhagem e frutos e em 
pós-colheita (MARIANO et al., 2013).  
Alguns dos benefícios obtidos pela relação hospedeiro vegetal-microrganismo 
são controle de pragas, controle de fitopatógenos, produção de metabólitos de 
interesse farmacológico, promoção de crescimento, aumenta a absorção de 
nutrientes no solo, vetores para a introdução de genes em plantas hospedeiras, 
fixação biológica de nitrogênio e potencializam a obtenção de produtos biológicos 
que podem evitar ou reduzir o uso de agroquímicos (GALVÃO et al., 2010; OWEN et 
al., 2015; HERRERA et al., 2016; BULEGON et al., 2017).  
Atualmente existem diversos produtos biológicos à base de PGPB sendo 
comercializados no mundo, sendo que para a cultura do milho, o inoculante mais 
difundido é a base de Azospirillum brasilense, contendo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, 




Bacillus megaterium (ANTUNES, 2019). O inoculante é caracterizado como um 
produto biotecnológico capaz de atuar favoravelmente no desenvolvimento das 
plantas e composto por bactérias específicas para cada espécie vegetal (EMBRAPA, 
2018). E são baseados na interação entre a bactéria-planta, agindo de forma direta 
ou indireta para o crescimento vegetal (BOURSCHEIDT et al., 2019). 
Sendo o milho (Zea mays L.)  uma cultura expressiva a nível mundial e 
nacional, pode ser beneficiada pela presença de bactérias promotoras de 
crescimento vegetal (PGPB) e controle biológico de doenças (MARIANO et al., 
2013). De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento – CONAB 
(2020), a produção mundial de milho passará de 1 bilhão de toneladas nessa safra, 
sendo a maior produção dos Estados Unidos, seguida da China e em terceiro lugar o 
Brasil, com uma produção de quase 99 milhões de toneladas esperados para a safra 
de 2019/2020. O Paraná ocupa lugar de destaque na produção nacional do grão, 
com a produção de aproximadamente 16 milhões de toneladas, somando a 
produção da primeira e da segunda safra, ficando atrás apenas do Mato Grosso 
(CONAB, 2020). 
Um dos principais fatores limitantes à produção de milho é a deficiência de 
nitrogênio (N) que afeta a produção de biomassa em ecossistemas agrícolas 
(CERIGIOLI, 2005; CONCEIÇÃO et al., 2009). De acordo com a Empresa Brasileira 
de Pesquisa Agropecuária – Embrapa Milho e Sorgo (2015), a recomendação da 
adubação nitrogenada em cobertura para a cultura do milho varia de 40 a 80 Kg de 
N ha-1. Sendo muito utilizada para essa finalidade a ureia (45% de N), que é um 
fertilizante nitrogenado sintético, esses adubos geralmente apresentam baixo 
aproveitamento pelas plantas, em torno de 42 a 49% (EMBRAPA,2015). Fato esse 
que ocorre decorrente das perdas de N pelo ambiente, que são causadas devido a 
imobilização do nutriente por bactérias, assim como a possibilidade de lixiviação ou 
volatilização desse (MOREIRA; VALADÃO; VALADÃO JÚNIOR, 2019). Sob a ótica 
econômica e ambiental, a decisão sobre a necessidade de adubação nitrogenada 
deve levar em consideração alguns fatores para uma recomendação segura, tais 
como: condições edafoclimáticas, sistema de cultivo, época de semeadura, 
responsividade do material genético, rotação de culturas, época e modo de 
aplicação, fontes de N e aspectos operacionais (BOBATO, 2006; MOREIRA; 




Portanto, a utilização de inoculantes atua de maneira a aumentar a 
produtividade de determinada cultura, por meio do auxílio na disponibilidade de 
nutrientes e crescimento radicular da planta, o que não apenas reverte a um menor 
custo de produção como também leva à preservação ambiental (EMBRAPA, 2018).  
Considerando as vantagens que podem ser obtidas do uso de rizobactérias 
na agricultura, esse trabalho objetivou avaliar o potencial biotecnológico de uma 
coleção de bactérias isoladas a campo da comunidade endofítica radicular de milho, 







2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o potencial biotecnológico de bactérias endofíticas para utilização 
como inoculantes formulados na cultura do milho (Zea mays L.), a partir de uma 
coleção estabelecida de rizobactérias desta cultura. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Analisar a diversidade das bactérias pertencentes à coleção biológica 
do LabGeM, por meio da técnica de BOX-PCR; 
 Identificar taxonomicamente ao nível de gênero os isolados 
selecionados por análise filogenética utilizando o sequenciamento parcial do DNA 
codificante do gene 16S rRNA. 
 Avaliar o efeito de bactérias endofíticas de milho para utilização como 
promotores de crescimento, selecionando os isolados com melhor desempenho 
radicular, em experimento em câmara climática para plantas; 
 Identificar o potencial biotecnológico dos isolados, por meio de PCR, de 
genes relacionados a rotas metabólicas de promoção de crescimento; 
 Verificar o potencial para promoção de crescimento vegetal dos 






3 REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS 
 
Microrganismos endofíticos foram descobertos no início do século 19, mas foi 
Bary (1866 apud AZEVEDO, 1998), quem primeiro distinguiu esses de patógenos de 
plantas, caracterizando-os como assintomáticos, ou seja, que não causam efeitos 
benéficos ou maléficos às plantas. Porém, na década de 70, descobriu-se que esses 
organismos não eram simples habitantes dos vegetais, pois proporcionavam 
propriedades de interesse às plantas, como proteção contra insetos e a outros 
organismos patogênicos (AZEVEDO, 1998). Trabalhos mais recentes apontam que 
estes microrganismos podem produzir metabólitos secundários com potencial de 
aplicação farmacêutica (como antibióticos), fatores de crescimento vegetal e outros 
produtos de interesse biotecnológico (OLIVEIRA et al., 2019). 
A produção de substâncias reguladoras de crescimento de plantas tem sido 
observada também em bactérias dos gêneros Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, 
Bradyrhizobium, Rhizobium, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Azospirillum 
(HUNGRIA et al., 2010; VIDEIRA et al., 2012). Desde o isolamento de  
Beijerinckia fluminense da rizosfera de cana-de-açúcar (DÖBEREINER; RUSCHEL, 
1958) e com a reclassificação dessa para Azospirillum lipoferum isolado de raízes de 
diversas gramíneas (DÖBEREINER; DAY, 1976), novas espécies de bactérias 
diazotróficas têm sido isoladas de raízes e partes aéreas de gramíneas, cafeeiros, 
bananeiras, abacaxizeiros, batata-doce e mandioca (WEBER; BALDANI; 
DÖBEREINER, 2000). Um dos exemplos de promotores de crescimento mais bem 
estudados é o gênero Azospirillum, relacionado com a produção de fitormônios que 
induzem o crescimento radicular e melhoram a absorção de água e nutrientes pelas 
plantas (DOORNBOS; VAN LOON; BAKKER, 2012). 
O trabalho de Raju, Evans, Seidler (1972) já trazia considerações preliminares 
sobre pesquisas focadas na fixação biológica de nitrogênio considerando plantas 
não leguminosas. Os autores discutem aspectos da atividade microbiológica na 
rizosfera de várias espécies de plantas, buscando evidências da atividade de fixação 
de nitrogênio, ainda desconhecida na época. Também, existem bactérias 
conhecidas como colonizadoras exclusivas de gramíneas, que podem ser 




colonizando raízes de milho (SCHMIDT et al., 2011). Bactérias fixadoras de 
nitrogênio quando associadas à rizosfera das plantas podem contribuir com a sua 
nutrição nitrogenada (ROCHA et al., 2019), estudos de associação assimbiótica de 
bactérias fixadoras de nitrogênio com raízes de milho, tem apresentado resultados 
promissores (PICAZEVICZ; KUSDRA; MORENO, 2019). 
Além da espécie, as bactérias ainda podem ser identificadas por estirpes. E 
estas podem se diferenciar entre si pela maior ou menor capacidade de promover 
crescimento de plantas (ARAÚJO, 2018). Observa-se ainda que existe uma certa 
afinidade entre as estirpes bacterianas e as cultivares, quanto a atividade das 
enzimas, nutrientes acumulados, ciclo natural e hábito de crescimento, o que 
conferem diferenças na promoção de crescimento (FONSECA et al., 2013). Essa 
ação ocorre dependendo da interação de genótipos da planta e da bactéria 
(COELHO et al., 2007; SABINO, 2007; IKEDA et al., 2013), uma vez que a qualidade 
dos exsudados radiculares pode determinar a preferência das bactérias por 
determinadas espécies e cultivares (NEHL; ALLEM; BROWN, 1997). Sendo assim 
necessário selecionar a melhor estirpe para determinada cultura (BOUTON; 
ALBRECHBT; ZUBERER, 1985; CABALLERO-MELLADO; CARCANI-MONTIEL; 
MASCARUA-ESPARZA, 1992; PENOT et al., 1992; GARCIA DE SALOMONE et al., 
1996). O uso de inoculantes mais adequados para a cultura já comprovaram 
aumentos significativos na produção (WANI; CHANDRAPALAIH; SART, 1985; 
KAPULNIK; OKON; HENIS, 1987). 
As gramíneas podem desenvolver relações de simbiose com organismos 
fixadores de nitrogênio, mas nessas associações os nódulos não são produzidos, a 
bactéria coloniza os tecidos do vegetal ou se ancora na superfície da raiz, 
principalmente próximas da zona de alongamento e dos pelos radiculares (REIS et 
al., 2000). Estudos relatam a ação de promoção de crescimento por rizobactérias 
(PENG et al., 2009; SANSINENEA, 2019), ação de biocontrole de doenças e 
proteção contra estresse (BERG et al., 2010; FERJANI et al., 2019) em diversas 
plantas.  
No milho, existem diversos estudos de associações com bactérias fixadoras 
de nitrogênio (HERRERA et al., 2016; BULEGON et al., 2017; MOREIRA; 
VALADÃO; VALADÃO JÚNIOR, 2019). Estas bactérias auxiliam na assimilação do 
nitrogênio atmosférico por processos de colonização da superfície e/ou interior das 




importância da seleção de estirpes adaptadas às condições de cultivo (BODDEY; 
DÖBEREINER, 1995; BALDANI et al., 1997; REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998; 
ROESH et al., 2005; HERRERA et al., 2016; BULEGON et al., 2017; MOREIRA; 
VALADÃO; VALADÃO JÚNIOR, 2019).  
Além da fixação biológica de nitrogênio, alguns desses microrganismos 
também possuem a capacidade de solubilizar fosfatos minerais ou outros nutrientes 
do solo, produzir ou alterar a concentração de hormônios na planta, tais como ácido 
indol acético (AIA), ácido giberélico, citocininas e etileno, o que pode promover e/ou 
favorecer o crescimento vegetal (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2010; 
OLIVEIRA et al., 2018). 
Assim, é possível que, além de realizar fixação biológica do nitrogênio (FBN), 
essas bactérias podem promover o aumento da biomassa das plantas, produzindo 
substâncias que resultam em crescimento radicular e consequente aumento na 
absorção de água e nutrientes (VINHAL-FREITAS; RODRIGUES, 2010). 
 
3.2 BIOFERTILIZANTE INDUSTRIAL 
 
Inoculante, por definição legal, de acordo com o artigo 3º, inciso C, da lei 
6.894 de 16 de dezembro de 1980 (com redação alterada pela lei 6.934, de 13 de 
julho de 1981), é a substância que contenha microrganismos com a atuação 
favorável ao desenvolvimento vegetal (BRASIL, 1980). 
A produção de inoculante comercial, começou na década de 50, no Brasil 
(FREIRE et al., 1968). Resultados obtidos por Oliveira et al. (2006), indicaram que o 
inoculante bacteriano é uma estratégia viável para melhorar a fixação biológica de 
nitrogênio e consequentemente aumentar a produtividade da cultura. Sendo assim 
inoculantes de baixo custo tornaram-se alvo de interesse para aplicação na 
agricultura (PANDEY; MAHESHWARI, 2007).  
Existem duas formas físicas de inoculantes: sólidos e líquidos (ARAÚJO, 
2018). Os sólidos são em pó, tendo a turfa como suporte para as bactérias e os 
líquidos, com a bactéria estabilizada em seus processos metabólicos por protetores 
celulares, que permitem que a célula bacteriana permaneça viva e ativa por um 
período maior de tempo (CARVALHO; FERREIRA; HUNGRIA, 2010). 
A eficácia e sobrevivência de um inoculante depende principalmente da 




número necessário de células microbianas viáveis (mínimo de 1x108 células mL-1) 
(HUNGRIA, 2011). Este armazenamento deve levar em consideração o tempo, 
temperatura e umidade (EMBRAPA, 2018). E a produção em grande escala deve 
cuidar dos transportadores e protetores celulares, bem como a facilidade de 
aplicação, manutenção dos efeitos sobre o cultivo e não aplicação conjunta com 
agroquímicos (LOBO et al., 2019). A resposta da inoculação pode variar de acordo 
com o genótipo da planta, estirpe bacteriana, condições ambientais, práticas 
agrícolas, e a quantidade e qualidade das células de PGPB utilizadas (IKEDA et al., 
2013; MATSUMURA et al., 2015). Inoculantes produzidos com qualidade garantem 
eficiência e baixo custo econômico, que promove crescimento e rendimento da 
cultura (LOBO et al., 2019). 
Estirpes que demonstram potencial de promoção de crescimento em 
estudos a campo são selecionadas, passam a ser recomendadas e são cadastradas 
pelo MAPA para que possam ser usadas na produção de inoculantes (ARAÚJO, 
2018). 
No mercado brasileiro, para a cultura do milho, o inoculante mais difundido e 
utilizado contém a bactéria Azospirillum brasilense, contendo as estirpes Ab-V5 e 
Ab-V6, um exemplo é o AzoTotal®, da empresa Total Biotecnologia (EMBRAPA, 
2011; MILLEO; PEREIRA, 2017). Esse, produz fitormônios que promovem maior 
desenvolvimento do sistema radicular, confere maior resistência a estresse salino e 
seca, e facilita a fixação de nitrogênio atmosférico (MILLEO; PEREIRA, 2017). 
Recentemente foi lançado um novo produto, BiomaPhos®, da empresa Bioma, onde 
as bactérias promotoras de crescimento, co-inoculadas a base de Bacillus subtilis e 
Bacillus megaterium, são capazes de solubilizar o fósforo no solo, aumentando 
assim a absorção do nutriente pela cultura do milho (ANTUNES, 2019).  
 
3.3 MECANISMOS DIRETOS E INDIRETOS DAS BACTÉRIAS PROMOTORAS DE 
CRESCIMENTO 
 
Algumas bactérias podem melhorar a nutrição vegetal fornecendo nutrientes 
específicos, principalmente ferro e fósforo por meio da produção de sideróforos e 
solubilização de fosfatos inorgânicos, respectivamente (GALVÃO et al., 2010; 
CHAIHARN; LUMYONG 2011; SPOLAOR et al., 2016; LOBO et al., 2019). Também, 




acético (DEY et al., 2004; KOUR et al., 2019). As bactérias fixadoras de nitrogênio 
interagem com raízes de plantas e auxiliam na ciclagem de nutrientes, além de 
contribuírem com nitrogênio em plantações, representando economia nos custos de 
produção (MOREIRA et al., 2010; KOUR et al., 2019).  
A utilização de bactérias que promovem o crescimento vegetal, ocorre por 
meio de diversos mecanismos (Figura 1), esses mecanismos auxiliam na maior 
absorção de água e de nutrientes, na fixação de nitrogênio do ar, atuam no controle 
biológico, entre outros (REIS, 2007). 
 
Figura 1 - Mecanismos diretos e indiretos dos exsudados pelas PGPB que afetam o crescimento das 
plantas. 
 
Fonte: Adaptado de SANSINENEA (2019). 
 
O nitrogênio é um dos nutrientes importantes para o desenvolvimento vegetal, 
fazendo parte de diversos mecanismos bioquímicos, como fotossíntese por exemplo, 
e formando proteínas, ácidos nucleicos, entre outras biomoléculas (SANSINENEA, 
2019). Porém, esse nitrogênio não se encontra prontamente disponível para as 
plantas, sendo necessária a conversão do nitrogênio atmosférico (N2) em amônia 
(NH3) para absorção, e a fixação biológica envolve essa conversão (SANSINENEA, 
2019). Microrganismos que possuem um complexo enzimático chamado 
nitrogenase, são capazes de tal ação, ou seja, o complexo enzimático nitrogenase 




que gastam energia de moléculas de ATP, essas reações provocam a redução do N2 
produzindo moléculas de amônia, que é a forma assimilável pelas plantas (AMABIS; 
MARTHO, 2006).  
Outros nutrientes como fósforo e potássio são essenciais para o crescimento 
de plantas, porém encontram-se no solo de forma inacessível aos vegetais, portanto 
a utilização de PGPB que fazem a solubilização desses é de extrema importância, 
implicando no aumento da disponibilidade dos mesmos para as plantas hospedeiras 
(RICHARDSON, 2001; GALVÃO et al., 2010). 
O ferro é um elemento insolúvel no solo, estando presente geralmente na 
forma férrica oxidada (Fe3+), no entanto as plantas apresentam melhor absorção da 
forma ferrosa reduzida (Fe2+) (SONG et al., 2019). Segundo Sansinenea (2019) 
microrganismos capazes de produzir sideróforo de ligação de ferro, aumentam a 
disponibilidade de ferro solúvel ao redor das raízes das plantas. Esta produção 
também atua através de mecanismos indiretos, onde substâncias quelam o ferro da 
rizosfera, inibindo alguns microrganismos que dependem do ferro para a 
sobrevivência, incluindo fitopatógenos, que têm menor capacidade de competição 
por ferro, aumentando assim a resistência natural da planta (VIEIRA JÚNIOR et al., 
2013). 
Um dos mecanismos diretos que promovem crescimento vegetal é a 
produção de fitormônios, que incluem auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e 
ácidos abscísicos. O ácido indol acético é uma auxina, produzida por muitos 
organismos associados as plantas, o AIA estimula o alongamento e divisão radicular 
(SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007; VANÇAN, 2012). A presença de 
AIA na planta implica na estimulação do crescimento ou antagonismo contra 
patogenicidade do vegetal, sendo um importante componente para as PGPB 
(PATTEN; GLICK, 1996; BRUTO et al., 2014). Contudo, existem níveis ótimos de 
AIA, pois as raízes são extremamente sensíveis à auxina, quando essa presentes 
em pequenas quantidades ocorre aumento na resposta da planta, porém o aumento 
na concentração pode ocasionar efeito inibitório (PEREIRA et al., 2018).   
As citocininas são uma classe de fitormônios conhecidos por promover 
divisões celulares, aumento celular e expansão tecidual em certas partes das 
plantas (RIEFLER et al., 2006). As giberelinas estão associadas a vários processos 
de desenvolvimento como germinação, alongamento de caules, floração e 




senescência celular das plantas (GOMI; MATSUOKA, 2003; HA et al., 2012). O 
etileno é o único fitormônio gasoso, cuja produção na planta pode ser induzida por 
perturbação física ou química dos tecidos vegetais e é um importante modulador de 
crescimento e desenvolvimento normal das plantas (GLICK, 2014). 
Já os mecanismos indiretos, como a produção de antibióticos e produção de 
enzimas hidrolíticas, incluem efeitos inibitórios de vários patógenos nas plantas 
através de substâncias antagonistas (FIGUEIREDO et al., 2016). Uma importante via 
de biocontrole é a produção de compostos orgânicos voláteis (Volatile organic 
compounds – VOC), que são compostos à base de carbono (SELIM et al., 2017). 
Esses compostos são produzidos pelas PGPB e conferem amplo espectro de ação e 
confere proteção a diferentes tipos de patógenos, porém possuem atuação principal 
sobre a fungistase, que se trata da redução do crescimento ou germinação de 
propágulos fúngicos presentes no solo (GARBEVA et al., 2011). 
Rizobactérias endofíticas assim como os patógenos microbianos disputam os 
mesmos nichos de colonização nos vegetais hospedeiros, ambos consumindo os 
nutrientes essenciais disponíveis, assim ao ocupar esses ambientes, bactérias 
benéficas restringem o desenvolvimento dos patógenos competidores (HASSANI; 
DURÁN; HACQUERD, 2018). As PGPB podem atuar induzindo resistência sistêmica 
(Induced Systemic Resistance – ISR) ao vegetal, o que torna as plantas menos 
susceptíveis a infecções subsequentes (CHOUDHARY; PRAKASH; JOHRI, 2007). A 
ISR atua promovendo maior produção de metabólitos envolvidos no processo de 
defesa, causando assim fortificação das paredes celulares e outras alterações 
fisiológicas responsáveis pela proteção à eventuais exposições a patógenos (DEY; 
PAL; TILAK, 2014).  
 
3.4 ANÁLISE MOLECULAR DA DIVERSIDADE BACTERIANA 
 
A diversidade genética, intra e interpopulacional, podem ser estudadas 
através de marcadores moleculares (SOUZA et al., 2008), isoenzimas ou de 
sequências específicas de DNA (FERREIRA; GRATTAPLAGIA, 1998). Ainda existe 
regiões não expressas no genoma, ou seja, regiões conservadas nas sequências de 
DNA, essas são estáveis e detectáveis em todos os tecidos, independente da 




influência do meio ambiente, de efeitos pleiotrópicos e epistáticos (JOSHI et al., 
2004; AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008). 
Sendo assim, técnicas moleculares têm permitido avanço considerável no 
estudo da diversidade microbiana (O’DONNELL; GÖRES, 1999; RANJARD; POLY; 
NAZARET, 2000), e são amplamente utilizadas para análise da estrutura 
populacional, uma vez que as estirpes apresentam perfis únicos de DNA. 
Uma dessas técnicas é a BOX-PCR, que por meio da PCR (Polymerase 
Chain Reaction), é capaz de detectar a diversidade genética dentro de um grupo de 
bactérias (PEREIRA et al., 2007; IKEDA et al, 2013). A tipagem com BOX-PCR tem 
como alvo sequências localizadas entre elementos repetitivos intercalados de DNA, 
resultando em produtos de amplificação de tamanhos diferentes que geram uma 
fingerprint genômica de cepas bacterianas individuais (NAYAK; BADGLEY; 
HARWOOD, 2011). Essa metodologia mostra-se eficiente, rápida e de baixo custo 
para caracterização genética de estirpes (FERNANDES; SOUZA; CAMPANHARO, 
2009).  
A caracterização das sequências do gene ribossomal 16S rRNA tem sido 
utilizada em estudos evolutivos, taxonômicos e ecológicos, pois apresenta um 
elevado grau de conservação em todas as espécies (RAMAGNOLI et al., 2020; 
FERNÁNDEZ; GALDEANO; CONCI, 2020; JAHNES; SABREE, 2020). Embora o 
sequenciamento do 16S rRNA seja utilizado em estudos de classificação bacteriana, 
para alguns gêneros apresenta baixo poder discriminatório para caracterizar 
espécies, isso ocorre devido ao reconhecimento de novos taxa, pouca informação 
em banco de dados, alto identidade com a sequência de outras espécies ou mesmo 
sequências variadas identificadas como a mesma espécie ou complexo (JANDA; 
ABBOTT, 2007). Para a determinação de espécie nesses gêneros, como no caso do 
gênero Bacillus, é necessária uma análise multilocus, genes que apresentam 
sequências conservadas dentro da espécie, podendo assim ocorrer a diferenciação 
(TORTOLI, 2014). Sendo assim além da utilização do gene estrutural 16S rRNA, 
outros genes os chamados housekeeping, que são genes característicos do gênero 
em questão, como por exemplo no caso de Bacillus, os genes gyrB e pclR  são 
utilizados para a determinação da espécie (SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2014; LIU et 







3.5 GENES ASSOCIADOS À PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL 
 
A fixação biológica representa uma das formas de fixar o nitrogênio 
atmosférico (N2) em amônia (NH3), podendo ser realizada por organismos que 
possuem o operon nif, com o gene nifH (Tabela 1) sendo expresso (RIOS, 2019). 
Ocorre a produção de NH3 a partir de N2 e H2, liberando quantidades substanciais de 
H+ que é reduzida ao gás H2, esse processo contém hidrogenase, uma enzima que 
pode clivar o H2 formado e gerar elétrons para a redução do N2 (MARSCHNER, 
1995). Este gene também codifica a dinitrogenase redutase, também chamada ferro-
proteína, do complexo da nitrogenase (RAYMOND et al., 2004). 
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Precursor de Etileno Indireto 
1-Aminociclopropano-1-
Carboxilato Desaminase acdS 
Fonte: A autora (2020). 
 
Há outros genes relacionados a funções benéficas das bactérias para as 
plantas (Tabela 1), como o gene phlD, que é responsável pela síntese de 
floroglucionol, que é uma substância fenólica, atuando sinergisticamente ao ácido 
indol butílico na promoção de enraizamento (PEIXOTO, 2017). Quando essa via 
metabólica está presente e sendo expressa nos organismos, essa demostra uma 
importante atividade também no biocontrole vegetal, combatendo patógenos 




promotor a montante do gene phlA, e é responsável pela produção de 
monoacetilfloroglucino I (MAPG) que converte em 2,4-DAPG, composto que possui 
a habilidade de antagonismo a microrganismos patogênicos, além de auxiliarem a 
competição por espaço e nutriente (ZHANG et al., 2006; BRUTO et al., 2014). 
O fósforo (P) é um macro-elemento essencial para as plantas, e sua 
disponibilidade é frequentemente limitada no solo, sabe-se que diversas bactérias 
solubilizam o fosfato de complexos do solo, tornando-os disponíveis para as plantas, 
promovendo assim melhor crescimento vegetal (MEYER et al., 2011). As formas 
inorgânicas de P são geralmente solubilizadas pelas PGPBs através da produção e 
excreção de ácidos orgânicos ou por degradação enzimática, que através de grupos 
hidroxilas e carboxilas, quelam cátions ligados ao fosfato convertendo em formas 
solúveis (HANIF et al., 2015). O ácido glucônico é o principal ácido orgânico 
responsável pela solubilização de fosfatos minerais por bactérias endofíticas e sua 
síntese é catalisada pela holoenzima glicose desidrogenase (gdh) que, juntamente 
com seu cofator pirroloquinolina quinina (pqqC) (Tabela 1) catalisa a oxidação 
extracelular direta de glicose em ácido glucônico (AHMED; SHAHAB, 2011; 
BATISTA, 2017). Pirroloquinolina quinina tem sido referida como um promotor de 
crescimento vegetal, contribuindo assim para a solubilização de fosfato mineral 
(CHOI et al., 2008; MEYER et al., 2011; BRUTO et al., 2014). 
O ácido indol acético é sintetizado pela própria planta, porém descobriu-se 
que alguns microrganismos bacterianos são capazes de sintetizar essa auxina, o 
gene ipdC (Tabela 1) contribui para a síntese do fitormônio ácido indol-3-acético 
(VANÇAN, 2012). A síntese de AIA em bactérias endofíticas acontece a partir do 
triptofano, que sofre trasaminação a ácido indol-3-pirúvico, o qual é descarboxilado a 
indol-3-aceltadeído, sequencialmente uma indolacetaldeído oxidade transforma o 
indol-3-acetaldeído em ácido indol-3-acético (KOGA; ADACHI; HIDAKA, 1991). 
Ácido indol-3- lático e triptofol são formados de forma reversível a partir de ácido 
indol-3-pirúvico e indol-3-acetaldeído, respectivamente, o triptofano também é 
convertido em indol-3-acetamida, que dá origem ao ácido indol acético (KOGA; 
ADACHI; HIDAKA, 1991).  
Foi identificado também que a diminuição da concentração de etileno via 
desaminação microbiana é benéfico para as plantas, causando alongamento do 
sistema radicular e consequentemente permitindo a planta maior absorção de água 




degradação do precursor de etileno da planta é o acdS do carboxilado (ACC) 
(Tabela 1) (BLAHA et al., 2006; BRUTO et al., 2014). Bactérias com gene acdS, 
assim como o gene phlD expressos, podem atuar como promotoras de crescimento 
vegetal e como agentes de controle biológico de fitopatógenos, e são consideradas 
uma alternativa ao uso de produtos químicos sintéticos, na produção agrícola 
(FREITAS; AGUILAR-VILDOSO, 2004). A 1-aminociclopropano-1-carboxilato 
desaminase, metaboliza o ácido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilíco (ACC), quando 
presente em bactérias promotoras de crescimento pode agir modulando o nível de 
etileno na planta (MOREIRA; ARAÚJO, 2011). Reduzindo o nível de etileno na 
germinação de sementes ou estimulando o desenvolvimento radicular melhora a 
absorção de nutrientes e fertilidade do solo (OZEKI et al., 2010). 
O gene nirK referente a redutase do nitrito de cobre (Tabela 1), e está 
presente em um grupo de bactérias desnitrificantes, que tem se mostrado cada vez 
mais importante, tanto para as plantas quanto para o meio ambiente como um todo, 
devido à redução de adubos químicos, produzindo produtos finais alternativos 
(BRAKER et al., 2000; BRUTO et al., 2014). A redução de nitrato ocorre no citosol e 
envolve a ação da enzima nitrato redutase, produzindo nitrito, o qual adentra aos 
plasmídeos nas raízes ou cloroplasto em folhas, sendo reduzido à amônia por ação 
da enzima nitrito redutase, a qual é fixada via glutamato sintase e/ou glutamina 
sintase nos aminoácidos, glutamina e glutamato por sua vez servem de substrato 
para reações de trasaminação, para a produção de aminoácidos necessários à 
síntese de proteínas (DONATO et al., 2004). Bactérias endofíticas que possuem o 
gene nirK são capazes de fazer essa redução de nitrito e disponibilizá-lo para as 
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ABSTRACT 
Limiting factors for plant growth, as nutrient availability and pathogen resistance, 
impairs the yield of several crops, including maize. Bacteria-plant interaction can 
mitigate or even circumvent those limitations through beneficial mutual association. A 
possible source for new plant growth-promoting bacteria (PGPB) is the natural 
endophytic community since those bacteria co-evolved with their host. This study 
aimed to evaluate the potential use of a collection of bacteria isolated from maize 
rhizosphere as formulated inoculants for the same culture. We started with a 
previously established collection of 413 wild strains and evaluated the genetic 
diversity using BOX-PCR. For each unique band amplification pattern (or the 
absence of amplification) we selected a single representative isolated. To identify 
these bacteria, we performed partial 16S rRNA sequencing and found isolates within 
Bacillus (60% of the isolates), Lysinibacillus (30,52%), Pseudomonas (3,15%), 
Stenotrophomonas (2,91%), Enterobacter (1,70%), Paenibacillus (1,22%), 
Rhizobium (0,25%) and Atlantibacter (0,25%) genera. The isolate’s performance as 
PGPB were evaluated in vivo, accessing the root growth of seedlings emerged from 
inoculated maize seeds. Eleven isolates with the highest performance were selected 
for biochemical and molecular analyzes related to growth-promoting. To access 
relevant pathways possibly related with growth-promoting, we detected key genes in 
the bacterial genomes, observing presence of ipdC (90,9% of the isolates), pqqC 
(54,4%), nifH (36,4%) and nirK (27,3%), but not phlD and acdS. Biochemical 
characterization of the isolates indicated capabilities including biological nitrogen 
fixation (9,1%), phosphate solubilization (36,6%), siderophore production (54,5%), 
indol acetic acid production (90,9%). Enzymatic activity against starch (90,1%), 
cellulose (72,7%), pectin (81,8%), protein (90,9%), chitin (18,2%), urea (54,5%) and 
ester ligations (45,4%) were also detected. Among these isolates, we found five 
strains Bacillus sp. (LGMB12, LGMB273, LGMB319, LGMB426, LGMB444) and one 
Paenibacillus sp. (LGMB429) with potential do act as formulated inoculants and 
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Maize (Zea mays L.)  is one of the main crops grown in the word (García-Lara; 
Serna-Saldivar, 2019), Brazil being one of the largest producers of the species, 
behind only the USA and China (Donley, 2019). Taking into account the 
intensification of production, high removal of nutrients from agricultural areas, lack of 
adequate nutritional management for the soil, in addition to the adoption of the 
monoculture system, the main factors of agriculture are the replacement of nutrients 
to the environmental and consequently the availability of these to the plant 
(Figueiredo et al., 2019). 
Thus, it is necessary to use fertilizers, especially chemicals, but these usually 
have high costs and easy loss in the environment, so an option is the use of 
alternative products, as is the case of endophytic nitrogen fixing bacteria or growth 
promoters (Harman; Uphoff, 2019). 
For maize culture, one of the main limiting factors in the production is the 
nitrogen (N) deficiency, which directly limits biomass production (Crema, et al., 2019; 
Carciochi et al., 2020). The use of synthetic nitrogen fertilizers presents restrictions 
because nitrogen losses occur in the environment, which are caused by the 
immobilization of the nutrient by bacteria, as well as the possibility of leaching or 
volatilization of this nutrients (Figueiredo et al., 2019). Therefore, the use of 
inoculants based on plant growth-promoting bacteria (PGPB) (Azabou et al., 2020) 
are used to formulate several biological products commercialized worldwide. As a 
result, the use of inoculants increases productivity (Kour et al., 2019), improves root 
development and nutrient absorption, which not only reverts to lower production 
costs due to reduced use of fertilizers, but also leads to reduced environmental 
damage (Etesami; Alikhani, 2019). 
The production of plant growth regulating substance has also been observed 
in bacteria of Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Bradyrhizobium, Rhizobium, 
Gluconacetobacter, Herbaspirillum and Azospirillum (Hungria et al., 2010; Videira et 
al., 2012; Ikeda et al., 2018). There are currently several products on the market 




form maize (Pii et al., 2019), Rhizobium tropici for bean (Gunnabo et al., 2019),  
Bradyrhizobium japonicum for soybean (Fernandez-Göbel et al., 2019), among 
others. Thus, it is also observed that there is a certain affinity between bacterial 
strains and cultivars, regarding the activity of enzymes, accumulated nutrients, 
natural cycle and growth habit, which confer differences in the growth-promotion 
(Nehl et al., 1997). 
The interaction between bacteria and plants, through direct or indirect 
mechanisms, can promote vegetal growth (Glick, 2012). Unlike rhizotrophic bacteria, 
endophytic bacteria are not subject to competition for nutrient that normally occurs in 
the rhizosphere soil and more efficient in promoting growth (Hassani et al., 2018).  
Some key pathways are required to enable the direct growth-promoting and 
could be assayed by the detection of marker genes such as nifH (for nitrogen 
fixation) or phlD (for phloroglucinol synthesis) (Sansinenea, 2019). Indirect pathway 
could be evaluated as well, using pqqC, for example (pyrroloquinoline quinine 
synthesis) (Sansinenea, 2019). Thus, microorganisms that have the presence of 
such genes are capable of being used as plant growth promoters (Sansinenea, 
2019). Multiple endophytic bacteria showed those characteristics (Ahemad; Kibret, 
2014), justifying the growth interest in exploring both growth-promoting and disease 
biological control, particularly for maize culture (Zuluaga et al., 2020). 
This work aimed to evaluate the biotechnological potential of a collection of 
wild bacteria, isolated from maize roots, to be-used as formulated inoculants to 
promote the growth of maize. BOX-PCR was used to evaluate the genetic variability 
of the collection, allowing selection of bacteria to taxonomical identification and 
evaluation of root growth-promoting, indol acetic acid synthesis, and presence of 
pathways relevant to both plant growth-promoting and pathogen defense (through 
biocontrol or induction of systemic resistance). We propose six new isolates with 
promising effects and candidates to formulation of inoculants to be tested in the 
maize culture in a field experiment. 
 







The 413 bacteria used in this study were previously isolated from maize roots 
(Ikeda et al., 2013) and are deposited at Microorganism Genetics Laboratory 
(LabGeM), Department of Genetics, UFPR, Brazil. 
 




For the extraction of genomic DNA, the isolates were grown in 3 mL of LB 
(Luria Bertani) liquid medium for 18 hours at 30 ºC, under the agitation of 200 rpm, 
and the DNA was extracted was described by Szilagyi-Zecchin et al. (2014). DNA 
quality was accessed by agarose electrophoresis. 
The initial characterization of the isolates was performed by BOX-PCR using 
A1R primer (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’, InvitrogenTM). The reaction 
was carried out according to the conditions described by Kaschuk et al. (2006) with 
adaptations, containing: 200 ng DNA; 10x buffer PCR; 0,5 U/μL Taq DNA 
polymerase; 0,2 μM primer; 0,2 mM dNTPs; 3 mM MgCl2, with a 25 μL final volume. 
The amplification followed an initial denaturation at 95ºC for 7 min.; 35 cycles of 1 
min. at 94ºC, 1 min. at 53 ºC, and 3 min. at 72ºC; and final extension of 4 min. at 72 
ºC. 
The amplified fragments were separated by agarose gel 0,7%, 
electrophoresis in Sodium Borate buffer (Sebestová et al., 2019) pH 8,0. Band 
pattern was manually defined, the distance between isolates calculated using the 
Jaccard (J) coefficient (Sneath; Sokal, 1973) using vegan R package (Oksanen et al., 
2019) and clustering performed with the bootstrapped UPGMA algorithm 
(Unweighted Pair-Group Method) as defined in pvclust R package (Suzuki; 
Shimodaira, 2006). Dendrogram representation was constructed using ggtree R 




The partial sequences of 16S rRNA gene were amplified using fD1 (5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) and rD1 e (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) 




conditions described by Menna et al. (2006) with adaptations. The reaction 
containing: 200 ng DNA; 10x buffer PCR; 0,5 U/μL Taq DNA polymerase; 0,2 μM 
primer each; 0,2 mM dNTPs; 3 mM MgCl2, with a 25 μL final volume. The 
amplification followed an initial denaturation at 95ºC for 5 min.; 30 cycles of 45 seg. 
at 94ºC, 45 seg. at 55 ºC, and 2 min. at 72ºC; and final extension of 10 min. at 72 ºC. 
Obtained fragments were sequenced using Big Dye in ABI3500 DNA Sequencer, as 
described for Kimoto et al. (2020). 
The obtained sequences were compared with sequences available at 
Bacterio.net (Euzéby, 1997; Parte, 2013; Parte, 2018) using the BLAST tool (Altschul 
et al., 2005), aligned using Muscle software (Edgar, 2004) and edited using BioEdit 
software version 7.2.5 (Hall, 1999) and MEGA software version 7 (Kumar et al., 
2016). Bayesian phylogenetic trees were generated using MrBayes 3.2.7a (Ronquist 
et al., 2012), incorporating the evolutionary model indicate after test in the jModel 
Test software (Guindon; Gascuel, 2003; Darriba et al., 2012), and performing number 
of generations required to reach LnL deviation equal to or less than 0.01. Tree 
visualization was carried out with the aid of FigTree software version 1.4. 
 
Evaluation of the Promoting Growth Potential  
 
The evaluation growth-promoting potential of each genetic representative 
obtained in BOX-PCR amplification was carried out in a climatic chamber of plants, 
fitotron model (Walk-In), with a commercial hybrid cultivar of maize (AG 8780, 
Agroceres®) in triplicate, treated with the carboxin and thiram (Vitavax-Thiram®) 
fungicide and imidacloprid and thiodicarb (Cropstar®) insecticide, until full seed 
coverage. The experimental design was completely randomized. For negative 
control, seeds without inoculation were used, and for positive control, a commercial 
formulation containg Azospirillum brasilense (AzoTotal® - Total Biotecnologia, 
AbV5/AbV6 strains) was used. 
The seeds were inoculated with 1 mL of a solution containing bacteria in the 
concentration adjusted to 108 cell mL-1 and planted in vermiculite substrate, two per 
vase. Thirteen days after planting, the plants were thinning to maintain only one plant 
per vase. The plants were maintained at an average temperature of 28 ºC, with a 




alternating between sterile distilled water and a sterile nutrient solution (Hoagland; 
Arnon, 1938). 
After 30 days the plants were collected, and the root growth was measured 
with the root scanner (WinRhizo® device). Statistical analyzes were performed using 
the ANOVA statistical test with Tukey’s test at 5% significance. 
 
Molecular Characterization of Genes Related to Plant Growth Promotion 
 
To identify the presence of growth-promoting pathways in the best candidates 
from root growth assay, essential genes assayed by PCR (Table 1). Biological 
nitrogen fixation (nifH and nirK), phloroglucinol synthesis (phlD), phosphate 
solubilization (pqqC), indole acetic acid synthesis (ipdC) and ethylene degradation 
(acdS) pathways were evaluated.   
 
Table 1 - Primers used to amplify genes related to plant growth-promoting. 




















900 pb Patten; Glick, (2002) ipdC-R CTGGGGATCCGACAAGTAATCAGGC 
Nitrite Reductase 
nirK-F GGMATGGTKCCSTGGCA 






792 pb Blaha et al., (2006) acdS-R ATCATVCCVTGCATBGAYTT 
 
 
Biochemical Evaluation of Parameters Associated with Growth Promotion 
 
To evaluate the biochemical potential and the characterization of enzymatic 
profile of the isolates, all tests were performed in triplicate. 
 Regarding the plant growth-promoting,  we evaluated the ability of them to  
produce siderophores that are chelators of iron ions, thus providing Fe in an 




phosphorus available from phosphate solubilization by the production of organic 
acids (Billah et al., 2019; Hamim et al., 2010; Prabhu et al., 2019); conversion of 
atmospheric nitrogen to assimilable nitrogen by plants (Araújo et al., 2004); and 
production of phytohormone IAA, which at optimal levels induces root increase 
(Ghosh et al., 2019; Quiroga et al., 2020). 
For enzymatic profile of the isolates, it was tested the capacity to degrade 
starch, pectin (Hankin; Anagnostakis, 1975, with adaptations), cellulose, chitin 
(Renwick et al., 1991, with adaptations), and protein  (Berg et al., 2002, with 
adaptations), to transform environmental nitrogen into assimilable for plants, to 
degrade urea to carbon dioxide and ammonia (Dye, 1968, with adaptations) and to 
catalyze the reaction of ester bond hydrolysis (Sierra, 1957, with adaptations).  
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
Selection of Isolates using BOX-PCR 
 
Of the 413 isolates, for 281 isolates band pattern were obtained using BOX-
PCR, resulting in 56 different genetic profiles (Figure 1), however for 132 isolates no 
amplification was observed, what was previously observed for strains isolated from 
soybean (Judd et al., 1993) and common bean (Mostasso et al., 2002; Kaschuk et 
al., 2006). Based on this studies representative was chosen at random from each 
profile and one of those that did not show amplification, resulting in 57 isolates 
representing the genetic groups. 
The use of the BOX-PCR technique in the representation of strains, showed 
intragenic and intraspecific diversity (Viana et al., 2020), particularly for Bacillus 
genus, which showed multiple distinct band patterns (Figure 1). This technique is 
especially important when a very large number of isolates is obtained, because 
through grouping strains with the same extended sequences are joined (Gardan et 
al., 1999; Marques et al., 2008). Since morphological characteristics in bacteria are 
not informative, so this technique is the most used techniques for forming groups 





Figure 1 – Dendrogram obtained with BOX-PCR amplification products from maize isolates. Forming 
56 different gene profiles. Cluster Analysis using the UPGMA algorithm and Jaccard’s coefficient. The 
number in parenthesis represents the number of isolates with the same genetic profile as the selected 
LGMB. The number at nodes represent bootstrap support of the clustering when it is above 50%. 


































































































































































































































































































































































































































   
   












































   
   





















































































































   
   
   
   
   
   












































































































































































































































































































































































































































































































































































The following genus were identified: Bacillus sp. (248 isolates),  
Lysinibacillus sp. (126 isolates), Stenotrophomonas sp. (12 isolates), Pseudomonas 
sp. (13 isolates), Enterobacter sp. (7 isolates), Paenibacillus sp. (5 isolates), 
Rhizobium sp. (1 isolated) and Atlantibacter sp. (1 isolated). 
Several studies have found bacterial diversity (including Bacillus, 
Pseudomonas, Paenibacillus e Enterobacter genus) among maize root isolates, with 
the potential to promote growth in plants (Szilagyi-Zecchin et al., 2014; Ikeda et al., 
2018; Khan, 2019; Maela; Serepa-Dlamini, 2019). 
Bacteria of the Atlantibacter genus (Figure 2) are present in the soil 
population, being endophytic bacteria, but without showing significant prominence for 
plant growth promotion. Still the Atlantibacter genus is little studied concerning plant 
growth-promoting. 
 
Figure 2 – Bayesian phylogenic tree based on the 16S rRNA gene of LGMB315 and 2 type strains of 
Atlantibacter genus. Values on the node indicate Bayesian posterior probabilities. The species 
Salmonella typhimurium was used as outgroup. Scale bar indicates the number of substitutions per 
site. The accession codes refer to the GenBank database. 
 
Studies show that bacteria of the Bacillus genus (Figure 3) can be growth 
promoters, including B. amyloliquefaciens, B. megaterium and B. subtilis, isolated 
from maize, rice, and soybean plants are known to solubilize insoluble phosphates 
(Nautiyal et al., 2013; Babu et al., 2017; Borah et al., 2017; Kim et al., 2017; Tiwari et 




Bacteria such as Bacillus edaphiculs and Bacillus mucilaginosus solubilize 
potassium, reliably releasing plants from minerals available in the soil (Gupta et al., 
2015; Satyaprakash et al., 2017). It has also been reported that Bacillus aryabhattai 
and B. subtilis rhizobacteria isolated from maize roots have the potential to solubilize 
insoluble zinc, increasing the biodiversity of this element in the soil (Mumtaz et al., 
2017). 
Bacillus pumilus and B. subtilis from roots of maize, has potential to nitrogen 
fixation, phosphate solubilization, IAA production and significantly used in plant 








Figure 3 – Bayesian phylogenic tree based on the 16S rRNA gene of LGMB and 275 type strains of 
Bacillus genus. Values on the node indicate Bayesian posterior probabilities. The species 
Caldibacillus debilis was used as outgroup. Scale bar indicates the number of substitutions per site. 
The accession codes refer to the GenBank database. 
 
Bacteria of the Enterobacter genus (Figure 4) promote plant growth through 
indirect mechanisms, such as the ethylene precursor degradation and promote plant 
growth under saline stress (Sarkar et al., 2018). It has also been reported that 
Bacillus spp. and Enterobacter spp. isolates of iron-enriched soil presented promising 




Enterobacter ludwigii showed to promote wheat growth under stress 
conditions by lowering ethylene levels through the production of ACC desaminase 
enzyme (Zhang et al., 2018). This bacterium when inoculated in tomato seeds 
showed greater and faster growth of roots, sprouts, hypocotyl and the plants 
produced more fruits and seeds, besides presenting biocontrol against  
Helicoverpa zea (Pan et al., 2019). 
 
 
Figure 4 – Bayesian phylogenic tree based on the 16S rRNA gene of LGMB206 and 15 type strains of 
Enterobacter genus. Values on the node indicate Bayesian posterior probabilities. The species 
Serratia marcescens was used as outgroup. Scale bar indicates the number of substitutions per site. 
The accession codes refer to the GenBank database. 
 
Bacteria of the Lysinibacillus genus (Figure 5) can be endophytic, in this study 
the authors characterized that the bacterium Lysinibacillus sphaericus has the 
capacity for biological nitrogen fixation in rice (Shabanamol et al., 2018). 
Lysinibacillus fusiforms isolated from chickpea roots, produces chitinase that 
indicates its antagonistic effect against chickpea pathogen, glycolipid type of 




potential to enhance the growth and yield of wheat cultivars and it can also be used 
in the remediation of heavy metal contaminated sites (Singh et al., 2013; Pradhan et 
al., 2014; Gusain et al., 2017). 
 
Figure 5 – Bayesian phylogenic tree based on the 16S rRNA gene of LGMB10, LGMB20, LGMB23, 
LGMB45, LGMB65, LGMB78, LGMB99, LGMB95, LGMB106, LGMB324, LGMB445, LGMB446 and 
26 type strains of Lysinibacillus genus. Values on the node indicate Bayesian posterior probabilities. 
The species Paenibacillus polymyxa was used as outgroup. Scale bar indicates the number of 
substitutions per site. The accession codes refer to the GenBank database. 
 
Bacteria of Paenibacillus genus (Figure 6) can promote plant growth, in 
addition to the fact that endophytic microorganisms have selectivity for host (plant-
specific) (Mayer et al., 2019). Paenibacillus sp. also reported the nitrogen fixation, 
phosphate solubilization, siderophores, and IAA production (Castellano-Hinojosa et 




For example, Paenibacillus polymyxa known to promote the overall growth of 
maize plant, possess several PGPB traits including siderophores production, 




Figure 6 – Bayesian phylogenic tree based on the 16S rRNA gene of LGMB429 and 246 type strains 
of Paenibacillus genus. Values on the node indicate Bayesian posterior probabilities. The species 
Bacillus subtilis was used as outgroup. Scale bar indicates the number of substitutions per site. The 
accession codes refer to the GenBank database. 
 
Genera such as Pseudomonas (Figure 7) have also been classified as 
endophytic. This genus has bacteria that promote plant growth in plants (Rojas-Solís 
et al., 2018) and usually contains potent producers of IAA in comparison to other 
bacterial genera (Bharucha et al., 2013; Reetha et al., 2014; Kumar et al., 2015). 
However, Pseudomonas fluorescence has reported a potential role as biocontrol, 
enhancement in the length of stem and roots, the germination rate of rye, wild barley, 








Figure 7 – Bayesian phylogenic tree based on the 16S rRNA gene of LGMB105, LGMB346, 
LGMB456, LGMB459 and 198 type strains of Pseudomonas genus. Values on the node indicate 
Bayesian posterior probabilities. The species Acinetobacter baumannii was used as outgroup. Scale 




Although Rhizobium genus (Figure 8) association had been extensively 
explored in the root nodules of legumes where they fix atmospheric nitrogen, it was 
also suggested that Rhizobium could exhibit plant growth-promoting (PGPB) 
activities with non-legumes such as rice (Yanni et al., 1997; Yanni; Dazzo, 2010). 
Bacterial genes of Rhizobium have been shown that can produce the auxin 
hormone, which results in better root growth, followed by increase water absorption 
and nutrient uptake, resulting in increased plant growth (Hernández-Rodríguez et al., 
2008; Radha; Rao, 2014). When inoculated in sorghum seeds with Rhizobium 
bacteria not fix the nitrogen in the roots, but the bacterium could naturally increase 
growth hormones such as auxin, cytokine and riboflavin molecules, oligosaccharides 
and vitamins, which increased root development and increased absorption of 




However, the bacteria Rhizobium larrymoorei (formerly called  
Agrobacterium larrymoorei) is a pathogen isolated from aerial tumors of  
Ficus benjamina (Bouzar; Jones, 2001). 
 
 
Figure 8 – Bayesian phylogenic tree based on the 16S rRNA gene of LGMB69 and 96 type strains of 
Rhizobium genus. Values on the node indicate Bayesian posterior probabilities. The species 
Bradyrhizobium japonicum was used as outgroup. Scale bar indicates the number of substitutions per 
site. The accession codes refer to the GenBank database. 
 
Among various plant growth promoting rhizobacteria, Stenotrophomonas 
(Figure 9) is one of versatile PGPB candidate which have a multifarious trait, 
prevalent in various ecological niches and species like S. rhizophila and  
S. maltophilia usually reported to isolated from endosphere (plant internal tissue) and 
rhizosphere soil which showed various plant growth promoting activities (Karagöz et 
al., 2012; Denet et al., 2018). The genus Stenotrophomonas also plays a significant 
role in the biogeochemical cycles like sulphur and nitrogen (Banerjee; Yesmin, 2002; 
Park et al., 2005; Ramos et al., 2011). 
Many reports are affirming the capacity of Stenotrophomonas species to 
produce different forms of siderophores (Chhibber et al., 2008; Ryan et al., 2009). It 
was also portrayed that Stenotrophomonas pavanii can dissolve phosphate, produce 
indole acetic acid hormone, and stimulate rice seed growth, therefore, so they were 







Figure 9 – Bayesian phylogenic tree based on the 16S rRNA gene of LGMB417, LGMB432 and 17 
type strains of Stenotrophomonas genus. Values on the node indicate Bayesian posterior probabilities. 
The species Pseudomonas aeruginos was used as outgroup. Scale bar indicates the number of 
substitutions per site. The accession codes refer to the GenBank database. 
 
However, some of the genus found are described as pathogenic bacteria in 
humans (Lysinibacillus, Stenotrophomonas, Enterobacter, Pseudomonas e 
Atlantibacter). The use of bacteria that contain pathogenic species to humans in their 
genus is disregarded, as it may present risks of spreading these bacteria to the 
environment. Therefore, care is critical with microbial manipulation, since at first, the 
microbial diversity of the soil is unknown (Benami et al., 2013). 
 
Evaluation of the Potential for Growth Promotion  
 
For in vivo evaluation, maize plants were grown under controlled experimental 
conditions in a climatic chamber. They were inoculated with 57 isolated bacteria, and 
after 30 days from seeding, the plants were collected for root growth analysis. 
The results of the statistical analysis showed significance for the dry weight of 




(Figure 11) and root length from 0 to 0,5 mm in diameter (cm) (CV% = 58,23) (Figure 
12). For the wet weight of the plant (g) (CV% = 31,18), total root volume (cm³) (CV% 
= 41,70) and the average root diameter (mm) (CV% = 11,27), there was no statistical 





















































































































































































































































































































































































































From the plants growth in a plant growth chamber, statistical analysis was 
performed selecting the isolates that showed significance for the three parameters 
(dry weight, total root length and total length of roots from 0 to 0,5 mm in diameter) 
were LGMB12,  LGMB273 and LGMB444 (Bacillus), LGMB23, LGMB45 and 
LGMB324 (Lysinibacillus), LGMB417 (Stenotrophomonas). The LGMB319 and 
LGMB426 (Bacillus), LGMB429 (Paenibacillus) and LGMB456 (Pseudomonas) were 
also selected, where these showed significance for two parameters and obtained an 
average higher than 800 centimeters in the total length of roots. 
Root increasement affects nutrient absorption, and the root length have been 
used as an indicator of the efficiency of nutrient interception and acquisition by the 
plant (Su et al., 2019). Lager roots are generally beneficial for nutrient absorption, 
leading to higher shoot biomass (Li et al., 2017; Duan, 2019). In this way, the eleven 
isolates with great results were selected to the evaluated of the presence of routs 
relate to plant growth-promoting. 
 
Evaluation of Parameters Related to Growth Promotion 
 
For the detection of the presence of genes and biochemical tests, the 11 
bacteria with the best performance in the climatic chamber were used, in order to 
determinate possible routes involved in the plant growth-promoting.  
Molecular results obtained (Table 3) for the presence of marker gene for 
phosphate solubilization gene (pqqC) show that 54,5% of the isolates contains the 
gene pqqC and were able to phosphate solubilization in the biochemical test. An 
alternative for agrochemicals would be the bacteria that solubilize phosphate, as 
observed a large part of these solubilizers are found in the soil (Lobo et al., 2019; 
Gao et al., 2019). The results indicate that a good part of the tested bacteria 
collection has a real capacity to increase the plant nutrition by making phosphorous 
available through the solubilization of inorganic phosphate. 
The gene responsible for biological nitrogen fixation (nifH), is found in 36,4% 
of the isolates and the nirK gene responsible for the degradation of nitrogenase in 
27,3% of the isolates. Several genera of bacteria have been proven to be related to 
biological nitrogen fixation routes (Kour et al., 2019). According to Kour et al. (2019), 
such as Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas e Rhizobium genus are among these 




biochemical test (Table 3), the isolates did not show significant performance, and 
only LGMB417 isolates had this characteristic. Plant growth promoting bacteria do 
not always can fix nitrogen, they can be PGPB through other processes (Aquino et 
al., 2019). 
Biochemical production (Table 3) is also one of the main factors of plant 
growth, such as the production of siderophore which is extremely important, as iron is 
a cofactor of enzymes that participate in several biochemical routes of physiological 
processes in the plant, such as respiration, photosynthesis and biological nitrogen 
fixation (Sansinenea, 2019). Among the 11 isolates selected, 6 of them presented the 
production of siderophore, which shows that isolates that produce siderophore have 
great importance in the context of plant growth, since they act directly on the 
availability of iron for the plant and indirectly on antibiosis to phytopathogenic 
microorganisms. 
 
Table 3 – Presence or absence of the gene and biochemical tests (Bioch.) in the isolates with the best 


















LGMB12 Bacillus + + + + + - - + 
LGMB273 Bacillus + + + + - - - + 
LGMB429 Paenibacillus - - + + + + - - 
LGMB426 Bacillus + + + + + + - + 
LGMB444 Bacillus - - - + - - - + 
LGMB319 Bacillus - - + + - - - + 
LGMB324 Lysinibacillus* - - + + - - - + 
LGMB45 Lysinibacillus* - - + + - + - - 
LGMB417 Stenotrophomonas* + + + + + - + - 
LGMB23 Lysinibacillus* + + + + - - - - 
LGMB456 Pseudomonas* + + + + - - - - 
*Genera with pathogenic species of humans. 
 
The ipdC gene from the precursor of indole acetic acid, is present in 90,9% of 
the isolates, and for each isolated production varies. except in the isolated 
LGMB444, whose production is very low, this may be due to a residue present in the 
bacteria (Defez et al., 2019). Like Maela et al. (2019) exhibit in their work bacteria of 
the Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas genus, among others, have the capacity of 




showed higher production of IAA, but not significantly differentiating from LGMB23, 
LGMB324 and LGMB456, thus showing that the production of IAA in this collection is 
of great importance. According to Mayer et al. (2019), rhizobacteria promoting indole 
acetic acid are easily isolated from the soil for use in agriculture as a biofertilizer. The 
IAA can stimulate processes of cell stretching, division and differentiation (Mayer et 
al., 2019). 
 
Figure 13 – Activity to promote root growth in maize plants with 11 bacterial isolates and positive 
control (Azospirillum brasilense). Quantification of indole acetic acid. Tukey test, at 5% significance. 
Error bars SD. 
 
The bacteria did not present the presence of the phlD and acdS genes, 
responsible for the synthesis of phloroglucinol and the gene that allows the 
degradation of the plant’s ethylene precursor, respectively.  The acdS gene as well 
as the phlD gene, act as indirect plant growth promoters, promoting biological control 




The enzymatic profile (Table 4) showed that 90,1% of the isolated can 
produce amylase. Amylases represent one of most important groups of enzymes, as 
they have several applications in the industry, such as in the food, textile, 
pharmaceutical and detergent chemicals industries (Hassan et al., 2006; Souza; 
Magalhães, 2010). For the urease test, 54,5% of the isolates potentially to degrade 
urea. 
As for cellulase production 72,7% of the isolates showed a positive result. For 
chitinase production 18,2% of the isolates have the ability. A total of 81,8% of the 




and 45,4% of the selected bacteria produce esterase. Hydrolytic enzymes, such as 
cellulase (Tang et al., 2020), chitinase (Asraoui et al., 2019), pectinase (Kumar; 
Singh, 2020), protease (Mouayed et al., 2019) and esterase (Shah et al., 2019) that 
are produced by microorganisms, can interfere with the growth and activities of 
pathogens, and thus can be considered as biocontrol agents, an indirect mechanism 
for plant growth promoting (Bull et al., 2002; Malusà et al., 2016). 
 
Table 4 – Presence or absence of biochemical tests for enzyme production in isolates with the best 
performance in plant climatic chambers. 
Isolated Genus  Amylase Cellulase Pectinase Chitinase Urease Esterase Protease 
LGMB12 Bacillus + + + - - - + 
LGMB273 Bacillus + + + + + - + 
LGMB429 Paenibacillus + + + - - - - 
LGMB426 Bacillus + + + - - - + 
LGMB444 Bacillus + + + + + + + 
LGMB319 Bacillus + + + - - - + 
LGMB324 Lysinibacillus* + - - - + - + 
LGMB45 Lysinibacillus* + - - - + - + 
LGMB417 Stenotrophomonas* + + + - + + + 
LGMB23 Lysinibacillus* - - - - - + - 
LGMB456 Pseudomonas* + + + - + + + 
*Genera with pathogenic species of humans. 
 
CONCLUSION 
In this study, we explored the bacterial community isolated from roots of maize in 
order to evaluate their capacity for growth promoting. Sequencing revealed the 
presence of the Atlantibacter, Bacillus, Enterobacter, Lysinibacillus, Paenibacillus, 
Pseudomonas, Rhizobium and Stenotrophomonas genus. Eleven bacteria were 
highlighted in vivo testing. Among these, six isolated LGMB12, LGMB273, LGMB319, 
LGMB426, LGMB444 (Bacillus sp.) and LGMB429 (Paenibacillus sp.), they are the 
best because they do not present pathogenic species for human in the genera, and 
showed the highest potential for growth-promoting in maize culture, due to the 
biochemical and enzymatic characteristics of the strains. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O sequenciamento revelou a presença dos gêneros Atlantibacter, Bacillus, 
Enterobacter, Lysinibacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium e 
Stenotrophomonas. Onze isolados obtiveram destaque em experimento in vivo, e 
destes os seis isolados LGMB12, LGMB273, LGMB319, LGMB426, LGMB444 
(Bacillus sp.) e LGMB429 (Paenibacillus sp.), que não apresentam espécies 
patogênicas aos humanos em seus gêneros, são os que apresentaram maior 
potencial bioquímico para promover crescimento vegetal em plantas de milho. 
Esse trabalho identificou e descreveu bactérias com habilidades específicas 
de novos inoculantes para o milho, como o aumento do sistema radicular das 
plantas, produção de sideróforo, solubilização de fosfato, fixação de nitrogênio, 
produção de ácido indol acético, assim como a capacidade de produção das 
enzimas amilase, celulase, pectinase, quitinase, urease, esterase e protease, de 
promoverem ações indiretos na promoção de crescimento. As seis bactérias 
identificadas visam, de alguma forma, impactar na produção e consequentemente 
levar a alternativas sustentáveis, as quais levam a diminuição do uso de insumos 
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APÊNDICE 1 – MATERIAL E METÓDOS DETALHADOS 
 
Preparação do material biológico para experimento em câmara climática de 
plantas 
 
As bactérias foram repicadas em 5 mL de meio Luria Bertani (Triptona 10 g; 
Extrato de Levedura 5g; NaCl 10 g; H2O destilada q.s.p. 1.000 mL; pH = 7,0) e 
submetidas a agitação de 200 rpm durante 18 h, a 30 ºC. A concentração de células 
bacterianas na solução foi estimada por espectrofotometria em comprimento de 
onda de 600 nm e ajustada para 108 células mL-1.  
As sementes foram desinfestadas com álcool 70% por 1 min, hipoclorito de 
sódio 3% por 3 min e lavadas seis vezes em água destilada antes de serem 
inoculadas em vasos. Os vasos, modelo de produção de mudas, de 1,7 litros, 
preenchidos com o substrato vermiculita, foram todos autoclavados. O fitotron 
utilizado pertence ao laboratório LEMID (Laboratório de Epidemiologia para Manejo 
Integrado de Doenças de Plantas, do Departamento de Fitopatologia da UFPR). 
 
Figura 1 – Avaliação do desenvolvimento do milho, cultivar AG 8087, sob teste de inoculação com 
bactérias endofíticas, visando a promoção de crescimento da planta. 
 
 
A) Germinação da semente de milho; B) Plantas com 4 dias após a semeadura; C) Plantas com 5 
dias após a semeadura; D) Plantas com 7 dias após a semeadura; E) Plantas com 10 dias após a 
germinação, realização do processo de desbaste; e F) Plantas com 21 dias após a semeadura. 
Fonte: A Autora (2019). 
A B C 




Figura 2 - Processo de inoculação e montagem do experimento de possíveis bactérias promotoras de 
crescimento vegetal do milho (Zea mays L.). 
 
A) Crescimento bacteriano; B) Inoculação das bactérias em sementes de milho híbrido (AG 8780); e 
C) Delineamento casualizado dos vasos em câmara climática de plantas. 
Fonte: A Autora (2019). 
 
Solução Nutritiva do Experimento em câmara climática de plantas 
 
Os vasos continham substrato vermiculita e eram regados diariamente, 
intercalados em água destilada estéril e  solução nutritiva estéril para plantas (para 1 
litro de solução final foi adicionado: 1mL de solução estoque de Fosfato de Potássio 
monobásico: KH2PO4 136,1 g; 1 mL de solução estoque de Fosfato de Potássio 
dibásico: K2HPO4 136,1 g; 2 mL de solução estoque de Sulfato de Magnésio 
heptahidratado: MgSO4.7H2O 246,4 g; 5 mL da solução estoque de Nitrato de 
potássio: KNO3 101,10 g; 1 mL da solução estoque de Ferro: EDTA férrico 5,12 g; 1 
mL da solução estoque de Micronutrientes: Molibidato de Sódio dihidratado: 
Na2MoO4.2H2O 1,0 g; Sulfato de Manganês hidratado: MnSO4.H2O 1,18 g; Ácido 
Bórico: H3BO3 1,4 g; Sulfato de Cobre pentahidratado: CuSO4.5H2O 0,04 g; Sulfato 
de Zinco heptahidratado: ZnSO4.7H2O 0,12 g; Sulfato de Cálcio dihidratado: 0,172 g 
de CaSO4.2H2O por litro da solução final e  H2O destilada q.s.p. 1000 mL e pH 6,5-









CARACTERIZAÇÃO DA ATIVIDADE PROMOTORA DE CRESCIMENTO 
 
Mecanismos diretos por aumento da disponibilidade de nutrientes 
 
Produção de Sideróforo 
 
Os sideróforos produzidos por bactérias são ligantes fortes que sequestram e 
complexam o ferro, detectados pela mudança de cor na análise de cromoazurol S 
(CAS). Os testes bioquímicos descritos por Schwyn e Neilands (1987), para 
detecção de sideróforos, primeiramente consistiu em preparar uma solução CAS 
(60,5 mg de CAS em 50 mL de água destilada, misturados a 10 mL de ferro (III) 
FeCl3.6H2O 1 mM em HCl 10 mM) estéril, misturada sob vagarosa agitação a uma 
solução estéril contendo 72,9 mg de HDTMA (hexadecyltrimethylamonium) 
dissolvidos em 40 mL de água destilada. 
Em meio sólido DYGS (Dextrose 2 g; Peptona 1,5 g; Extrato de levedura 2 g; 
K2HPO4 0,5 g; MgSO4 0,5 g; Ácido L-glutâmico 1,5 g; Ágar 15 g; H2O destilada 
q.s.p. 1.000 mL; pH 7,0) deficiente de ferro foi adicionada a solução CAS, onde 
foram inoculados aleatoriamente cinco isolados bacterianos por placa de Petri e 
incubados a 32 °C. O crescimento de colônias foi observado durante cinco dias e a 
mudança de cor do meio de azul para amarelo indicou resultado positivo para 
produção de sideróforos (CATELLAN, 1999). 
 
Solubilização de Fosfato 
 
O teste de solubilização de fosfato foi realizado com adaptações do protocolo 
de Chagas Junior et al. (2010) com meio de cultura GL (Glicose 10 g; Extrato de 
Levedura 2 g; Ágar 15 g com adição de uma solução 0,25 g/L de K2HPO4 e outra 1 
g/L de CaCl2; H2O destilada q.s.p. 1.000 mL; pH 6,5) onde foram incubados 
aleatoriamente cinco isolados bactérias por placa de Petri, em triplicata. As placas 
foram incubadas a 32 ºC, com observação de crescimento de colônias durante 
quatorze dias e o resultado positivo foi observado pela formação de halo translúcido 




Fixação Biológica de Nitrogênio 
 
O teste de fixação biológica de nitrogênio adaptado de Araújo et al. (2004) 
detectou o potencial de fixação assimbiótica de nitrogênio, com crescimento dos 
isolados em meio semi-sólido JNFB (Ácido málico 5 g; K2HPO4 0,6 g; KH2PO4 1,8 g; 
MgSO4.7H2O 0,2 g; NaCl 0,1 g; CaCl2.2H2O 0,02 g; Extrato de levedura 20 mg; 
CuSO4.5H2O 0,08 mg; ZnSO4.7H2O 2,4 mg; H3BO3 2,8 mg; Na2MoO4.2H2O 2 mg; 
MnSO4.H2O 2,35 mg; Na2EDTA 65,6 mg; Biotina 0,1 mg; Piridoxina 0,2 mg; KOH 4,5 
g; Azul de bromotimol 0,5% 2 mL; Ágar 2,2 g; pH 6,8). Os isolados foram inoculados 
em frascos contendo 20 mL do meio de cultura, deixados em temperatura de 32 ºC 
sob agitação de 120 rpm e após sete dias de incubação, foram repicados cinco 
isolados por placa de Petri com auxílio de alça de platina em meio sólido JNFB 
suplementado com 20 mg/L de extrato de levedura e 15 g/L de ágar. 
As placas foram novamente incubadas em estufa a 32 ºC durante sete dias. 
Os isolados crescidos em meio sólido foram re-inoculados em meio JNFB semi-
sólido sem nitrogênio e os isolados que apresentaram formação de película foram 
considerados prováveis fixadores de nitrogênio biológico. Assim como Ikeda (2014) 
as re-inoculações sucessiva dos isolados evitou que o crescimento dos isolados e a 
formação de película fossem devido às reservas de nitrogênio das células 
bacterianas acumuladas no meio de estoque. 
 
Mecanismo direto por produção de fitormônio 
 
Produção de Ácido Indol Acético 
 
A produção de ácido indol acético (AIA) foi realizada segundo Kuss et al. 
(2007), com adaptação do meio de cultura para King B (Glicerol 7,5 g; Peptona 10 g; 
K2HPO4 0,575 g; MgSO4.7H2O 0,75 g; Triptofano 0,25 g; H2O destilada q.s.p. 500 
mL; pH = 6,8) (KING; WARD; RANEY, 1954). Os isolados foram inoculados em 
tubos contendo 4 mL de meio de cultura líquido King B com incubação sob agitação 
de 120 rpm a 32 ºC durante 48 h. Após o período de incubação cada amostra foi 
inoculada em três microtubos, sendo uma apenas com meio King B.  Os microtubos 
foram centrifugados a 12.000 rpm durante 3 minutos e o sobrenadante foi transferido 




Salkowski (FeCl3 2,4 g; H2SO4 84,2 mL; H2O destilada q.s.p. 200 mL) (SARWAR; 
KREMER, 1995). E deixados durante 30 minutos no escuro para reagir com o 
sobrenadante. Após esse período, a intensidade de coloração foi avaliada por 
espectrofotometria em comprimento de onda de 520 nm. Os valores de absorbância 
obtidos foram multiplicados pelo peso molecular da auxina comercial (C10H9NO2 = 
175,19) e os valores finais expressos em μg mL-1. Os dados foram transformados 
por raiz de x + ½ e as análises estatísticas foram realizadas ANOVA com teste de 
Tukey a 5% de significância. 
 
Mecanismos indiretos por produção de enzimas 
 
Produção de Amilase 
 
Também foi realizada a caracterização do perfil enzimático de cada isolado, 
para isso foi quantificada a produção da enzima a amilase seguindo com adaptações 
a metodologia de Hankin e Anagnostakis (1975), foram repicados aleatoriamente 
cinco isolados bacterianos por placa de Petri em meio de cultura sólido MM9 
(Solução de sais 200 mL (Na2HPO4.2H2O 64 g; KH2PO4 15 g; NaCl 2,5 g; NH4Cl 5 g; 
H2O destilada q.s.p. 1.000 mL); MgSO4 1M 2 mL; Glicose 10 g; CaCl2 1M 0,1 mL; 
Ágar 15 g; H2O destilada q.s.p. 1.000 mL; pH 7,0) contendo 0,5% de extrato de 
levedura e 1% de amido solúvel. Após o crescimento das colônias, foram 
adicionados a cada placa 10 mL de solução de iodo (3 g de KI em 10 mL de água 
destilada, com adição de 1 g de cristais de iodo e H2O destilada q.s.p. 100 mL) 
seguido de lavagem imediata com água destilada, conforme presença de halo 
incolor ao redor da colônia indicou resultado positivo para produção de amilase. 
 
Produção de Celulose 
 
Para detecção da produção de celulase foi utilizado o método adaptado de 
Renwick, Campbell e Coe (1991), por reação colorimétrica com solução do corante 
Vermelho de Congo em meio Mineral (CaCO3 0,02 g; FeSO4.7H2O 0,01 g; KCl 1,71 
g; MgSO4.7H2O 0,05 g; Na2HPO4.12H2O 4,11 g; Ágar 15 g; H2O destilada q.s.p. 
1.000 mL; 0,5% de carboximetilcelulose; pH 5,0). As placas de Petri contendo o 




teste foi realizado em triplicata e as placas foram incubadas a 32 °C com observação 
de crescimento bacteriano durante sete dias. Após esse período de incubação, em 
temperatura ambiente, a cada placa foi adicionada a solução de Vermelho Congo 
1% até a cobertura total do meio durante 15 minutos. Após esse período as placas 
foram lavadas com água destilada e o resultado positivo foi identificado pelo 
aparecimento de halos claros ao redor das colônias. 
 
Produção de Pectinase 
 
A detecção de produção de pectinase foi realizada em meio de cultura MM9 
(o mesmo que foi utilizado no teste de amilase) contendo 1% de pectina. Em placa 
de Petri foram repicadas aleatoriamente cinco colônias de bactérias. O teste será 
realizado em triplicata e as placas foram incubadas a 32 °C com crescimento 
bacteriano observado durante sete dias. Após esse período de incubação, em 
temperatura ambiente, a cada placa foram adicionados 10 mL de lugol seguido de 
lavagem com água destilada. A presença de halo incolor ao redor da colônia indicou 
resultado positivo (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).  
 
Produção de Quitinase 
 
Para detecção de quitinase, a fonte de carbono do meio MM9 (o mesmo que 
será utilizado no teste de amilase e pectinase) utilizou 0,08% de quitina coloidal. 
Produzida a partir da carapaça de siri (MOURA et al., 2005) com as seguintes 
adaptações: utilizados 50 g de carapaça de siri limpas e moídas até atingirem 
aspecto pulverizado; desmineralização das carapaças com adição da solução de 
HCl 7% durante 14 h na proporção de 4:1 da solução ácida/carapaça, seguida de 
sucessivas lavagens com água destilada e secagem em estufa a 120 ºC até peso 
constante; desproteinização pela adição de solução de NaOH 5% durante 2 h em 
agitador a 60 rpm, seguida de sucessivas lavagens com água destilada e secagem 
em estufa a 120 ºC até atingir peso constante; desodorização com adição do 
reagente NaClO 0,36% durante 3 h sob agitação a 60 rpm, seguida de sucessivas 
lavagens com água destilada e secagem em estufa até peso constante.  
As colônias foram repicadas da mesma forma que foi no teste de produção de 




resultados positivos foram detectados pela formação de halo claro ao redor da 
colônia (RENWICK; CAMPBELL; COE, 1991, com adaptações).  
 
Produção de Urease 
 
O meio de cultura urease (Na2HPO4, 0,5 g; K2HPO4, 0,5 g; MgSO4.7H2O, 0,2 
g; NaCl 10%, 10 mL; Extrato de levedura, 1 g; Azul de bromotimol 0,5%, 2,5 mL; 
H2O destilada q.s.p. 800 mL; pH 5,8) foi distribuído em tubos de ensaio mantidos na 
posição vertical para esterilização por autoclavagem. Para o preparo da solução, 
foram misturados 20 g de ureia em 180 mL de água destilada. A solução foi 
esterilizada por filtração em membrana 0,22 mm. Em condições assépticas, foi 
adicionado 1 mL da solução para cada tubo com 4 mL de meio. No meio de cultura 
sólido, originalmente verde contido em tubos de ensaio inclinados, foi semeada uma 
alçada de bactéria e os tubos incubados durante cinco dias a 32 ºC. A mudança da 
cor do meio para azul indicou resultado positivo devido à alcalinização do meio 
proporcionado pela produção de urease por meio da degradação da amônia (DYE, 
1968, com adaptações). 
 
Detecção de Atividade Esterásica 
 
Para detecção de atividade esterásica ou lipásica, foram repicados 
aleatoriamente cinco isolados bacterianos por placa de Petri em meio de cultura 
sólido lipase/esterase (Peptona 10 g; NaCl 5 g; CaCl2.2H2O 0,1 g; Ágar 15 g; H2O 
destilada q.s.p. 990 mL; pH 7,4) acrescido de 1% de Tween 80 previamente 
esterilizado. O teste foi realizado em triplicata com incubação a 32 ºC e crescimento 
bacteriano observado durante 10 dias. A presença de halos ao redor das colônias, 
formados por cristais, revelaram resultado positivo para a produção de esterases 
(SIERRA, 1957, com adaptações).  
 
Detecção de Atividade Proteolítica 
 
Para o teste de atividade proteolítica por degradação de caseína, os isolados 
bacterianos foram inoculados em placas de Petri contendo meio Leite-desnatado-




Ágar 20 g; pH 7,0) e a atividade de protease foi determinada por formação de halos 
ao redor das colônias após cinco dias de incubação a 32 °C (BERG et al., 2002, com 
adaptações).  
 
Figura 3 - Testes in vitro de produção de sideróforo e solubilização de fosfato do isolado LGMB426, 
relacionados a rotas de promoção de crescimento vegetal. 
 
A) Teste em branco para a produção de sideróforo; B) Teste do isolado LGMB426 para a produção 
de sideróforo, com resultado positivo; C) Teste em branco para a solubilização de fosfato; D) Teste do 
isolado LGMB426 para a solubilização de fosfato, com resultado positivo; 








Figura 4 - Testes in vitro de caracterização do perfil enzimático, relacionados a rotas de promoção de 
crescimento vegetal. 
 
A) Teste em branco para a produção de amilase; B) Teste do isolado LGMB417 para a produção de 
amilase, com resultado positivo; C) Teste em branco para a produção de celulase; D) Teste do 
isolado LGMB273 para a produção de celulase, com resultado positivo; E) Teste em branco para a 
produção de quitinase; F) Teste do isolado LGMB273 para a produção de quitinase, com resultado 
positivo; G) Teste em branco para a produção de pectinase; H) Teste do isolado LGMB456 para a 
produção de pectinase, com resultado positivo; I) Teste em branco para a produção de protease; J) 
Teste do isolado LGMB417 para a produção de protease, com resultado positivo; K) Teste em branco 
para a produção de esterase; L) Teste do isolado LGMB417 para a produção de esterase, com 
resultado positivo; M) Teste para a produção de urease, teste em branco tubo do lado direto e isolado 
LGMB456 tubo do lado esquerdo, com resultado positivo. 






 APÊNDICE 2 – TABELAS COM RESULTADOS DETALHADOS 
 
SELEÇÃO DOS ISOLADOS ATRAVÉS DE BOX-PCR 
 
A análise dos géis aconteceu baseado no padrão de bandas já conhecido de 
um ladder comercial (1 Kb Plus DNA Ladder The InvitrogenTM) (Quadro 1).  
 
Figura 1 - Amplificação por BOX PCR dos isolados bacterianos. 
 
Fonte: A Autora (2019). 
 
Tabela 1 - Seleção dos representantes de isolados bacterianos utilizados no experimento de 










LGMB12 132 Nenhuma Bacillus 
LGMB324 15 250 Lysinibacillus 
LGMB10 48 500 Lysinibacillus 
LGMB45 29 750 e 500 Lysinibacillus 
LGMB432 6 500 e 250 Stenotrophomonas 
LGMB105 5 1.500 e 750 Pseudomonas 
LGMB417 6 825 e 250 Stenotrophomonas 




LGMB78 2 1.500, 750 e 675 Lysinibacillus 
LGMB95 2 1.000, 825 e 500 Lysinibacillus 
LGMB114 5 1.750, 1.250 e 500 Bacillus 
LGMB125 6 1.000, 825 e 750 Enterobacter 
LGMB346 4 1.250, 825 e 675 Pseudomonas 
LGMB276 15 675, 500 e 250 Bacillus 
LGMB459 3 2.750, 2.500 e 2.250 Pseudomonas 
LGMB106 5 1.000, 500 e 250 Lysinibacillus 
LGMB315 1 1.750, 1.250 e 825 Atlantibacter 
LGMB23 3 825, 750, 675 e 500 Lysinibacillus 
LGMB65 15 1.500, 825, 750 e 500 Lysinibacillus 
LGMB69 1 2.500, 1.750, 750 e 500 Rhizobium 
LGMB90 2 2.000, 1.500, 750 e 675 Bacillus 
LGMB99 2 1.750, 1.000, 500 e 375 Lysinibacillus 
LGMB160 1 1.750, 1.500, 825 e 750 Bacillus 
LGMB190 6 2.500, 1.750, 1.250 e 825 Bacillus 
LGMB318 9 1.750, 1.250, 750 e 500 Bacillus 
LGMB 273 6 2.000, 675, 500 e 250 Bacillus 
LGMB335 5 1.250, 750, 675 e 500 Bacillus 
LGMB443 4 1.500, 1.250, 1.000 e 750 Bacillus 
LGMB429 5 1.000, 750, 675 e 250 Paenibacillus 
LGMB452 4 2.250, 1.500, 1.250 e 1.000 Bacillus 
LGMB162 1 
3.000, 2.750, 2.500, 1.750 e 
825 
Bacillus 
LGMB240 7 1.500, 1.250, 750, 675 e 500 Bacillus 
LGMB281 4 1.750, 1.500, 1.250, 750 e 375 Bacillus 
LGMB420 5 1.000, 750, 675, 500 e 250 Bacillus 
LGMB424 2 2.000, 1.750, 1.250, 675 e 250 Bacillus 
LGMB454 1 
2.500, 2.250, 1.750, 1.500 e 
1.250 
Bacillus 
LGMB 456 1 
3.500, 3.000, 2.750, 2.500 e 
2.250 
Pseudomonas 
LGMB439 4 1.250, 1.000, 825, 750 e 675 Bacillus 
LGMB446 1 1.750, 1.250, 1.000, 500 e 375 Lysinibacillus 
LGMB165 6 




3.000, 2.750, 2.500, 1.750, 
1.500, 825 e 750 
Bacillus 
LGMB312 1 



















2.750, 2.500, 1.750, 1.500, 
1.000, 825 e 750 
Bacillus 
LGMB445 3 
3.000, 2.000, 1.750, 1.250, 
1.000, 675 e 375 
Lysinibacillus 
LGMB457 1 
5.000, 3.500, 3.000, 2.750, 
1.500, 1.250 e 825 
Bacillus 
LGMB126 1 
2.500, 2.250, 2.000, 1.750, 
1.500, 1.000, 825, 750 e 675 
Bacillus 
LGMB319 2 1.000 e 825 Bacillus 
LGMB201 1 1.500, 375 e 250 Bacillus 
LGMB188 1 1.000, 500, 375 e 250 Bacillus 
LGMB215 2 1.750, 1.500, 825 e 500 Bacillus 
LGMB198 1 1.500, 675, 500, 375 e 250 Bacillus 
LGMB206 1 1.500, 825, 500, 375 e 250 Enterobacter 
LGMB218 2 1.500, 1.000, 825, 750 e 500 Bacillus 
LGMB199 1 1.000, 750, 675, 500, 375 e 250 Bacillus 
Fonte: A Autora (2019). 
 
ESTATÍSTICA DA PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL 
 
Tabela 2 – Análise estatística do delineamento experimental das plantas de milho, crescidas em 
câmara climática de plantas e medidas com o aparelho WinRhizo. ANOVA, Teste Tukey, a 5% de 
significância. 
 Planta Raiz 













raízes de 0 a 0,5 
mm de diâmetro 
LGMB12 16,67 a 2,33 ab 1645,94 a 2,12 a 0,43 a 1283,89 a 
LGMB324 16,00 a 5,00 a 836,52 ab 1,73 a 0,51 a 559,02 ab 
LGMB10 14,33 a 2,00 ab 734,12 ab 1,93 a 0,58 a 450,01 b 
LGMB45 16,00 a 3,33 ab 788,25 ab 1,98 a 0,56 a 483,51 ab 
LGMB432 13,33 a 1,67 b 684,60 ab 1,53 a 0,55 a 426,55 b 
LGMB105 10,67 a 1,00 b 485,09 b 1,32 a 0,60 a 277,70 b 
LGMB417 15,67 a 2,33 ab 934,04 ab 2,18 a 0,55 a 585,80 ab 
LGMB33 9,67 a 3,00 ab 303,08 b 0,75 a 0,57 a 168,14 b 




LGMB95 10,67 a 2,67 ab 559,89 b 1,28 a 0,53 a 337,45 b 
LGMB114 13,00 a 2,00 ab 688,08 ab 1,64 a 0,55 a 421,90 b 
LGMB125 12,67 a 2,33 ab 578,59 ab 1,33 a 0,52 a 375,14 b 
LGMB346 12,33 a 2,00 ab 552,53 b 1,28 a 0,53 a 354,81 b 
LGMB276 11,00 a 2,67 ab 709,23 ab 1,47 a 0,51 a 442,92 b 
LGMB459 8,67 a 1,33 b 382,14 b 0,73 a 0,51 a 249,10 b 
LGMB106 13,00 a 3,67 ab 748,91 ab 1,86 a 0,57 a 461,25 b 
LGMB315 9,00 a 2,33 ab 761,54 ab 1,12 a 0,45 a 558,03 ab 
LGMB23 15,33 a 3,67 ab 799,53 ab 1,97 a 0,56 a 487,33 ab 
LGMB65 13,33 a 1,67 b 777,88 ab 1,84 a 0,55 a 481,10 ab 
LGMB69 13,00 a 1,67 b 741,96 ab 1,78 a 0,56 a 458,13 b 
LGMB90 8,67 a 1,67 b 401,05 b 0,84 a 0,51 a 264,94 b 
LGMB99 11,33 a 1,67 b 564,63 b 1,43 a 0,57 a 334,18 b 
LGMB160 11,33 a 1,67 b 521,06 b 1,28 a 0,57 a 304,91 b 
LGMB190 9,00 a 2,33 ab 412,48 b 1,06 a 0,58 a 247,20 b 
LGMB318 9,33 a 3,00 ab 537,80 b 1,00 a 0,49 a 365,00 b 
LGMB273 11,00 a 3,33 ab 760,06 ab 1,49 a 0,50 a 512,71 ab 
LGMB335 9,33 a 3,00 ab 425,71 b 0,95 a 0,52 a 241,24 b 
LGMB443 13,00 a 2,33 ab 660,52 ab 1,64 a 0,56 a 406,73 b 
LGMB429 16,67 a 2,33 ab 764,67 ab 2,34 a 0,61 a 439,50 b 
LGMB452 10,00 a 1,67 b 460,40 b 1,29 a 0,60 a 269,71 b 
LGMB162 8,33 a 1,33 b 429,52 b 0,89 a 0,51 a 285,96 b 
LGMB240 8,33 a 1,00 b 512,00 b 1,22 a 0,55 a 317,30 b 
LGMB281 12,33 a 1,33 b 548,64 b 1,30 a 0,59 a 335,68 b 
LGMB420 14,67 a 1,33 b 570,62 b 1,39 a 0,56 a 339,90 b 
LGMB424 12,67 a 1,00 b 644,74 ab 1,45 a 0,55 a 408,14 b 
LGMB454 8,67 a 1,00 b 562,39 b 1,24 a 0,53 a 355,28 b 
LGMB456 11,33 a 1,00 b 832,51 ab 1,58 a 0,49 a 559,14 ab 
LGMB439 9,67 a 1,00 b 624,06 ab 1,21 a 0,51 a 434,39 b 
LGMB446 13,33 a 1,00 b 713,54 ab 1,47 a 0,51 a 461,02 b 
LGMB165 7,67 a 1,00 b 229,82 b 0,64 a 0,57 a 131,01 b 
LGMB164 12,67 a 1,00 b 742,55 ab 1,34 a 0,49 a 500,40 ab 
LGMB312 12,00 a 1,00 b 508,37 b 1,03 a 0,50 a 320,67 b 
LGMB426 13,33 a 1,00 b 809,61 ab 1,68 a 0,53 a 543,81 ab 
LGMB444 13,67 a 2,00 ab 753,50 ab 1,60 a 0,53 a 481,94 ab 
LGMB20 11,33 a 1,33 b 567,62 b 1,25 a 0,53 a 355,40 b 
LGMB127 13,00 a 1,33 b 590,36 ab 1,34 a 0,54 a 378,77 b 
LGMB445 9,00 a 1,00 b 539,83 b 1,08 a 0,52 a 343,64 b 
LGMB457 10,67 a 1,00 b 607,95 ab 1,48 a 0,56 a 381,74 b 
LGMB126 8,33 a 1,00 b 505,65 b 0,95 a 0,49 a 328,69 b 
LGMB319 14,33 a 1,33 b 1079,52 ab 2,15 a 0,50 a 724,25 ab 
LGMB201 10,67 a 1,33 b 763,81 ab 1,48 a 0,50 a 509,15 ab 
LGMB188 9,67 a 1,00 b  481,61 b 1,02 a 0,52 a 297,69 b 
LGMB215 9,67 a 1,00 b 493,12 b 1,02 a 0,51 a 319,52 b 
LGMB198 11,67 a 1,00 b 795,98 ab 1,48 a 0,49 a 526,16 ab 




LGMB218 11,33 a 1,33 b 532,99 b 1,44 a 0,59 a 309,57 b 
LGMB199 11,33 a 1,33 b 523,55 b 1,28 a 0,57 a 318,28 b 
AzoTotal 10,33 a 1,33 b 651,36 ab 1,26 a 0,50 a 402,98 b 
Testemunha 13,33 a 1,33 b 731,39 ab 1,47 a 0,51 a 486,56 ab 
Valor p 0,17 0,00 0,11 0,14 0,25 0,07 
CV % 31,18 49,87 49,06 41,70 11,27 58,23 
DMS 12,41 3,07 1067,69 1,99 0,21 809,34 
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